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摘要 : N TS ARGS AIK Spodoptera exigua (Hübner) 对 虫 酰 肝 的 抗 性 生化 机 制 ,采用 活体 测定 法 测定 了 甜菜 夜 蛾 虫 酰 
肘 敏 感 种 群 、 汰 选 种 群 和 武汉 自然 种 群体 内 解毒 酶 [法 酸 酯 酶 (CarE) 和 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 (GSTs) ]、 保 护 酶 [过 氧化 
氨 酶 (CAT)、 过 氧化 物 酶 (POD) 和 超 氧 化 物 玫 化 酶 (SOD) ] 以 及 与 表皮 形成 相关 的 表皮 酚 氧 化 酶 (PO) 和 几 丁 质 酶 
的 活性 。 结 果 表 明 : 汰 选 种 群 和 上 自然 种 群 CarE 比 活力 分 别 是 敏感 种 群 的 1.20 和 2.67 倍 ，GSTs 比 活力 分 别 是 敏感 
种 群 的 2.34 和 0. 96 倍 。 汰 选 种 群 CarE 的 K,, 值 与 敏感 种 群 相 比 差异 显著 , EV BANDES; 自然 种 群 K, 值 和 
了. 值 与 敏感 种 群 、 汰 选 种 群 均 存 在 极 显著 差异 。 酯 酶 同 工 酶 电泳 酶 谱 在 迁移 率 、 谱 带 数目 、 酶 带 染 色 深 浅 等 方面 均 
存在 明显 差异 ,分析 结果 与 Car 活力 测定 、 酶 动力 学 研究 结果 相符 。 与 敏感 种 群 相 比 , 汰 选 种 群 CAT 和 POD 比 活 
力 差异 不 显著 ,SOD 比 活力 显著 增高 ; 自然 种 群 3 种 酶 比 活力 均 显 著 增高 ; 自然 种 群 和 汰 选 种 群 均 是 SOD 酶 活力 的 
变化 较 CAT 和 POD 明显 。 汰 选 种 群 PO 和 几 丁 质 酶 比 活力 比 敏感 种 群 分 别 上 升 了 37.64% Fl 27.37% , 目 然 种 群 比 
活力 分 别 上 升 了 59.63% 和 60.29% 。 自 然 种 群 和 汐 选 种 群 PO 酶 动力 学 常数 均 与 敏感 种 群 存在 显著 差异 。 
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Biochemical mechanisms of beet armyworm (Spodoptera exigua ) resistance 


to tebufenozide 

ZHOU Li-Lin', SI Sheng-Yun’’* , WANG Zhong-Xin’, WANG Yong’, LIU Xiao-Ming (1. Wuhan 
Institute of Vegetable Sciences, Wuhan 430065, China; 2. Huazhong Agricultural University, Wuhan 
430070, China) 

Abstract: In order to explore the biochemical mechanisms of the beet armyworm, Spodoptera exigua 
( Hübner) , resistance to tebufenozide, activities of detoxifying enzymes including carboxylesterase ( CarE ) 
and glutathione-S-transferases (GSTs) , protective enzymes including catalase (CAT), peroxidase (POD) 
and superoxide (SOD), and phenoloxidase (PO) and chitinase were tested in vivo in the susceptible 
population, selected population and natural population in Wuhan. The results showed that CarE activities of 
the selected population and natural population were 1.20- and 2.67-fold, and GSTs activities were 2. 34- 
and 0. 96-fold, respectively, compared with the susceptible population. There were significant differences in 


K, values of the CarE but no significant differences in 了 values between the selected population and 


susceptible population. Compared with the selected population and susceptible population, the natural 
population had highly significant differences in K,, and V „a values of the CarE. PAGE results of the esterase 
isozymes also proved that the CarE activities and kinetic constants had changed dramatically. There were no 
significant differences in CAT and POD activities between the selected population and susceptible 
population, but SOD activity of the selected population increased obviously. Meanwhile the activities of the 
three enzymes in natural population also increased remarkably. The changes of SOD activities were more 
significant than those of CAT and POD activities. The PO and chitinase activities of the selected population 
increased 37.64% and 27.37% , respectively, and that of the natural population increased 59.63% and 
60.29% , respectively, compared with the susceptible population. The kinetic constants of PO in the 
natural population and selected population had significant differences from those in the susceptible 


population. 
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IHA IR Spodoptera exigua ( Hübner) Ja 64H H 
夜 蛾 科 ， 是 一 种 世界 性 重要 农业 害虫 , 近年 来 ,， 随 
着 气候 条 件 和 栽培 制度 等 的 变化 , 该 虫 已 成 为 长 江 
流域 及 其 以 南 各 省 区 蔬 集 等 作物 的 灾害 性 害虫 。 为 
了 控制 其 严重 危害 而 大 量 使 用 化 学 农药 ,导致 该 虫 
抗 药 性 发 展 迅 速 ,目前 已 对 有 机 磷 类 、 拟 除虫菊 酷 
K AGE A RR Bb MARC AS AR FA] 
产生 了 抗 药 性 ( 兰 亦 全 和 赵 士 加，2004; 兰 亦 全 等 ， 
2005; 刘 永 杰 等 , 2004; RKAS, 2006). HB 
ARA 20 HEM BZ A AS HA, 系 昆虫 生长 
TH, ELN ERRA, WAE 
ZUR, FUERZA IE EME OAS REE FE 
IT, 最 终 导致 害虫 死亡 ( 王 贻 莲 等 , 2006) 。 由 于 其 
作用 机 理 独 特 , 毒性 小 , 对 非 靶 标 生物 安全 , ME 
广泛 用 于 甜 业 夜 蛾 等 鳞 翅 目 害 虫 的 防治 ( 朱 丽 梅 
等 , 2002; FEA SE, 2008)。 但 贾 变 桃 等 (2007) 认 
HEAR AA E EAN, 且 抗 性 
衰退 缓慢 , 短期 内 很 难 恢复 到 敏感 水 平 。 

昆虫 抗 药 性 的 产生 是 因为 抗 性 昆虫 较 敏感 , 屁 
虫 降解 药剂 的 能 力 更 强 、 速 度 更 快 所 致 , 这 种 能 力 
的 增强 可 能 与 其 体内 解毒 代谢 酶 、 靶 标 酶 保护 酶 等 
活性 的 变化 有 关 , 这 些 酶 活性 的 变化 程度 决定 着 害 
虫 抗 性 水 平 的 高 低 。 关 于 甜菜 夜 蛾 对 虫 酰 肘 的 抗 性 
生化 机 制 , 王 贻 莲 (2005 ) 和 黄 琳 瑞 (2005 ) 曾 有 报 
iH, 但 前 者 主要 以 敏感 种 群 为 试 虫 进行 了 部 分 解毒 
酶 . 靶 标 酶 和 保护 酶 的 研究 , 后 者 主要 针对 相对 抗 
性 种 群 的 部 分 解毒 酶 . 靶 标 酶 进行 了 研究, 均 未 涉 
及 到 几 丁 质 酶 (chitinase) 活 性 的 研究 。 为 了 更 全 面 
He T REESE HOT RENTEN EN, 本 实验 
以 室内 汰 选 种 群 和 武汉 目 然 种 群 为 抗 性 种 群 ， 绪 合 


虫 酰 肝 的 作用 机 理 , 测定 了 甜 沫 夜 蛾 活体 条 件 下 解 


毒 酶 | 羧 酸 酯 酶 (carboxylesterase，CarE ) 、 谷 胱 甘 肽 - 
S- 转 移 酶 (glutathione-S-transferases，GSTs ) | 、 保 护 
Me | at A tl A (catalase, CAT) 过 氧化 物 酶 
(peroxidase, POD). 4 A th W H$ 4k ES ( superoxide, 
SOD)] 以 及 与 表皮 形成 相关 的 表皮 酚 氧 化 酶 
(phenoloxidase, PO) 和 几 丁 质 酶 的 活性 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 甜菜 夜 蛾 

敏感 种 群 (Susceptible population) : 1998 年 7 H 
KAM eS EAN, 在 室内 未 接触 任何 药剂 
用 人 工 饲 料 连续 饲养 7 年 , 人 工人 饲料 配方 为 黄豆 粉 
100 g, KEH 80 g 酵母 粉 40 g、 茶 甲酸 1 g、 茶 甲酸 
钠 3 8,36% 乙酸 10 mL、 蜂 蜜 3 g 抗坏血酸 3$ g、 罗 红 
霉 素 1 g 琼脂 20 g 7K 1 000 mL, 经 测定 该 种 群 对 
UA EE PARANA AA E. AR A 
EME TA A OS Sd Sg SP AS E) 
敏感 。 

Yk cH HE (Selected population): 在 室内 采用 群 
体 汰 选 法 对 敏感 种 群 进行 汰 选 , 根据 上 一 代 毒 力 测 
EHR, A LCa 为 汰 选 剂量 混和 人 人 工 饲 料 内 人 饲 号 
3 龄 幼虫 , Ah 后 换 用 正常 人 工人 饲料 饲养 ,人 存活 者 
作为 下 一 代 汰 选 虫 源 , 共 汰 选 了 12 代 , 抗 性 倍数 为 
敏感 种 群 的 5.24 倍 ( 室 内 毒 力 测 定 结果 见 表 1) 。 

FA BP RE (Natural population) : 2005 年 10 月 采 
ARIS EAN, 该 村 于 1998 年 使 用 虫 栈 
WES, 经 测定 该 种 群 对 虫 酰 肝 的 抗 性 倍数 为 敏感 
种 群 的 8.47 倍 ( 室 内 毒 力 测定 结果 见 表 1) 。 


表 1 20% WAH SC 对 甜菜 夜 蛾 不 同 种 群 的 毒 力 
Table 1 Toxicities of 20% tebufenozide SC to different populations of Spodoptera exigua 


种 群 毒 力 回 归 方 程 相关 系数 致死 中 浓度 95% 置信 限 抗 性 倍数 
Population LC- P line r LCso (mg/kg) 95% CL Ratio of resistance 
敏感 种 群 Susceptible population Y =6. 90 +2. 24X 0.93 0.14 +0.02 0.10 -0.19 1.00 
涩 选 种 群 Selected population Y=5.69 +5. 10X 0.99 0.73 +0. 28 0.69 -0.78 5.24 
自然 种 群 Natural population Y =4. 87 +1. 83X 0.97 1.19 +0.05 0.95 -1.47 8.47 
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1.2 试 虫 饲养 方法 

幼虫 3 龄 前 在 玻璃 和 代 ( 直径 26 cm， 高 12 cm) 
内 用 人 工 饲 料 饲 养 , 3 龄 后 置 于 塑料 养 虫 盒 (长 
36 cm, 328 cm, 高 12 cm) AF BSI. ME 
于 烧杯 ( 直径 12 cm, 515 cm) 内 用 10% 蜂蜜 水 饲 
Fr, PEP 30 头 ， 肉 雄性 比 1:1, 杯 壁 围 日 纸 供 其 产 
卵 。 饲 养 条 件 为 : 温度 27 + 1%C ,相对 湿度 70% + 
10% ， 光 照 周 期 12L: 12D。 各 种 群 饲养 条 件 均 
相同 。 

1.3 供 试 药剂 及 主要 仪器 

20% +h MEH} ( tebufenozide ) SC( 美 国 陶 氏 益 农 公 
A); SDS EI B ER 0-Z RAS BR (a-NA) RBA 
te HAC GSH) 1-1-2 ,4- AA EAE ( CDNB ) N-Z Wi- 
DEE LT AA NIE BE 
=F A aE A HE a i RIA HAR B-A 
RAMME RR 盐 (Sigma 公司 ) ; Beh AIS 
斯 亮 蓝 G-250( Fluka 公司 ); 乙 二 胺 四 乙酸 (Amresco 
公司 ); FIS HOE H (BSA) (Roche 公司 ) ; 0-28 
和 愈 创 木 酚 (国药 集团 化 学 试剂 有 限 公 司 ); R AH 
吡咯 烷 酮 Ka (PVPK ) 和 工 - 甲 硫 氮 酸 (上 海 们 奥 生 物 
科技 有 限 公 司 ) ; 核 芮 素 和 四 甲 基 乙 二 腕 (上 海 新 锐 
生物 科技 有 限 公 司 ); SEIE RE i (NBT) FSB 
孙 二 酚 ( 上 海 恒星 应 用 化 学 研究 所 ) 。 

CRG 系列 高 速 台式 冷冻 离心 机 (HITACHI 公 
rl); 752 紫外 光 顶 分 光 光 度 计 (上 海 分析 仪 器 总 
J); Dycz28a 垂直 板 电泳 槽 和 DYY- M2 型 稳 压 稳 
流 电泳 仪 ( 北 京 六 一 仪器 厂 ) 。 

1.4 解毒 酶 和 保护 酶 活性 测定 

1.4.1 酶 液 制备 : 根据 室内 毒 力 测定 结果 ,以 低 
致死 剂量 0.20 mg/kg 忠 酰 肝 处 理 敏感 种 群 、 汰 选 种 
群 和 自然 种 群 3 龄 幼虫 , 将 3 个 样品 分 别 置 于 玻璃 
RA, 制备 CarE 和 GST 酶 液 , 按 10 L/mL 加 
入 预 冷 的 0.1 mol/L ERE UHR (PBS) (pH 7.0) ; 
制备 CAT，POD 和 SOD HW, tk 10 3/mL 加 入 预 
冷 的 0.1 mol/L PBS (pH 7.0, 内 含 1% PVPK,,), 
TORTI, ARMT ACT 12 000 g 离心 20 min, 
取 上 清流 为 待 测 酶 液 。 

1.4.2 CarE 活力 测定 : 参照 Van Asperen(1962 ) 方 
法 。 反 应 体系 含 0.01 mL Hi, 3.49 mL 0.04 mol/L 
PBS (pH 7.0, 内 含 10 "moVL 毒 扁豆 碱 ), 0.5 mL 
4x10 “mol/L a-NA 液 , ES), F 37% 水 浴 中 保温 
30 min, 加 0.5 mL 显 色 液 [1% EE B 盐 :5% SDS = 
2:5 (v/v), MHA], 室温 下 放置 10 min 待 测 ， 以 
0.04 mol/L PBS (pH 7.0, 5E 107 mol/L ES) 


52 卷 


为 对 照 , 3 KER, 于 600 nm 处 比 色 。 根 据 a 
标准 曲线 方程 求 酶 促 反 应 生成 的 a- 茶 酚 量 , 实验 求 
得 w- 蔡 酚 标准 曲线 方程 为 了 =0.0388 +1.0468 x 10 * 
X,7r=0.9994。 酶 活力 单位 以 umol[mg .min 表示。 
TIF MV ME: 取 6 文 试 管 , 各 
加 入 0.01 mL 酶 液 和 3.49 mL 0.04 mol/L PBS (pH 
7.0, AE 10°! mol/L EHEAR), 再 分 别 加 入 
0.5 mL 不 同 浓度 的 底 物 a-NA, 5, F 37C 水浴 
中 反应 30 min 后 加 入 0.5 mL 显 色 液 (配制 同上 ) 
终止 反应 , 室温 下 放置 10 min。 以 0.04 mol/L PBS 
(pH 7.0, KE 107 mol/L ka SIR) AMHR, F 
600 nm 测定 OD (8, 3 KER., W Lineweaver-Burk 
ERNER E Ka AI Va o 
1.4.3 GSTs 活力 测定 : 参照 Franciosa 和 Berge 
(1995 ) 方 法 。 反 应 混合 物 组 成 为 1 x 10“ mol/L 
物 CDNB 0.1 mL, 1 x10 mol/L GSH 0.4 mL, 
0.1 mol/L PBS (pH 7.0) 3.4 mL, 0.1 mL 酶 液 , 混 
4SJ,F 25° ki FAS min, 以 0. 1 mol/L PBS 
(pH 7.0) ART HR, F 340 nm 处 测定 OD 值 , 设 3 次 
重复 。 酶 活力 单位 以 mmol/mg + min 表示 。 
1.4.4 CAT 活力 测定 : 参照 Chance 和 Machly 
(1995 ) 方 法 。 反 应 体系 为 2 mL0.1 mol/L PBS (pH 
7.0),0.1 mL HER, 1 mL 0.08% H,0,, Bo 
以 燕 馏 水 为 对 照 ， 于 240 nm 处 测定 OD 值 , 设 3 次 
重复 。 每 0. 5 min 记录 一 次 。 酶 活力 单位 以 
AOD,,/mg * min 表示 。 
1.4.5 POD 活力 测定 : 参照 Simon (1974) WE, 
略 加 改进 。 反 应 体系 中 含有 1.8 mL 酷 酸 缓冲 液 
(pH 5.0).1 mL0.1% 2-H aA HM 0.2 mL HER 
和 1 mL 0. 08% H,O,, 1E 4], F 30C 反应 30 min, 
VAZS TK AMT HR, T 470 nm 处 测定 OD 值 ,3 KE 
复 。 酶 活力 单位 以 人 人 0Dj/mg* min 表示 。 
1.4.6 SOD 活力 测定 : 参照 Beaucham 和 Fridovich 
(1971) 方法。3 mL 反应 体系 中 含有 核 黄 素 
80 pymol/L、NBT 77 pmol/L, FRAR 13 mmol/L, 
EDTA 0.1 mmol/L 和 20 uL BAK IE, 于 4 000 Ix 
光 强 度 下 光照 5 min, 再 用 黑 纱 布 庶 光 停 止 反 应 。 
以 燕 馏 水 为 对 照 , 于 560 nm 处 测定 OD 值 ,3 KH 
Zo A NBT 被 抑制 50% 为 一 个 酶 活力 单位 ， 以 
OD. /mg * min 表示 。 
1.5 PO 和 几 丁 质 酶 活性 测定 
1.5.1 酶 液 制备 : 分 别 取 敏 感 种 群 、 汰 选 种 群 及 目 
然 种 群发 育 一 致 的 5 龄 幼虫 , 在 冰 盘 上 切取 中 段 ， 
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拉 出 中 肠 , Hae RAB, 在 0. 04 mol/L PBS 
(pH 6.6) 中 清洗 2 次 , 冰 浴 匀 浆 , $2 10 L/mL 加 
MEMBRANA, 于 4°%C 下 10 000 g 离心 30 min, 
取 上 清 液 作为 待 测 酶 液 。 
1.5.2 PO 活力 测定 : 参照 尹 丽 红 等 (2001 ) 方法 。 
回 带 塞 试管 中 加 入 2.0 mL 0. 2 mol/L PBS 
(pH 7.0), 0.5 mL 酶 液 ,振荡 混 义 后 置 于 37% 水 
浴 中 预 保温 5 min, 然后 加 入 0.5 mL 0.04 mol/L 8R 
茶 二 酚 ， 于 37%C 振荡 反应 5 min, 再 加 入 0.3 mL 
5% SDS 终止 反应 。 以 0.2 mol/L PBS (pH 7.0) 为 
对 照 , 于 412 nm 处 测定 0D 值 ,3 次 重复 。 动 力学 
常数 测定 方法 参照 凌 酸 酶 酶 动力 学 常数 测定 。 酶 活 
力 单位 以 人 人 0D,,/mg， min 表示 。 
1.5.3 几 丁 质 酶 活力 测定 : 参照 Ishaaya 和 Casida 
(1974) 方 法 。 反 应 混合 液 售 1.0 mL 酶 液 , 1.0 mL 
0.5% 胶体 几 丁 质 和 1.5S$ mL 0. 1 mol/L PBS 
(pH 6.6), 189, 于 37% 恒温 水浴 反应 60 min, 随 
后 加 入 0.5 mL Folin- 酚 试剂 甲 ， 并 于 100°C 加 热 
10 min。 冷 却 后 离心 (4%C , 10 000 g 离心 15 min) 以 
除去 未 分 解 的 几 丁 质 , 取 上 清 液 , 以 0.1 mol/L PBS 
(pH 6.6) 为 对 照 , 于 400 nm 处 比 色 ,3 次 重复 。 根 
据 NAGA 标准 曲线 计算 几 丁 质 酶 活力 , 酶 活力 单位 
以 umol NAGA/mg + min 表示 。 
1.6 蛋白质 含量 测定 

参照 Bradford(1976 ) 方 法 测定 蛋 日 质 含量 。 实 
验 求 得 标准 曲线 方程 为 Y=0.3940 +0.0061X, r= 
0.9973, 
1.7 BELEREN 

取 敏 感 种 群 . 抗 性 种 群 和 目 然 种 群 3 龄 幼虫 ， 


TIATA RA FIR 10 mL 加 入 预 冷 的 
0.1 mol/L PBS (pH7.0) , KRIK, IRMT 4C 
下 12 000 g 离心 20 min, 收集 上 清 液 为 待 测 酶 液 。 参 
照 张 龙 翔 等 (1997 ) 方法 , 采用 聚 丙烯 酰胺 凝 腕 垂直 
板 电泳 。 电 泳 完毕 后 移 去 电泳 缓冲 液 ， 取出 胶 框 , K 
出 胶片 ， 清 水 冲洗 2 次 , BLAZE YK -RZ 
100 mg，B- 乙 酸 蔡 酯 100 mg, 固 蓝 RR 盐 200 mg, 少 
量 丙酮 溶解 , 加 入 100 mL 0.01 mol/L PBS (pH 7.0) 
MERA], 没 过 胶片 , 染色 10 -15 min, 取出 胶片 ， 
用 燕 饮 水 冲洗 至 蒸馏 水 无 色 , 倒 人 脱色 液 (7% 醋酸 ) 
脱色 至 背景 清晰 ,拍照 ( 王 贻 莲 , 2005) 。 

1.8 数据 统计 与 分 析 

以 DPS 数据 处 理 系统 进行 差异 显著 性 分 析 。 


2 结果 与 分 析 
2.1 REX AR CarE 和 GSTs 酶 活力 的 
影响 


汰 选 种 群 和 目 然 种 群 CarE 比 活力 分 别 是 敏感 种 
群 的 1.20 和 2.67 倍 ( 表 2), 均 高 于 敏感 种 群 ,， 且 两 
两 之 间 均 存在 极 显 著 差 异 。 经 虫 酰 肘 处 理 后 甜菜 夜 
蛾 汰 选 种 群 、 目 然 种 群 CarE 活性 增强 ,表明 虫 酰 及 
对 CarE 具有 一 定 的 诱导 作用 , HERR RE 
的 抗 性 程度 与 酯 酶 的 活性 具有 正 相 关 性 。 甜 菜 夜 蛾 
汰 选 种 群 GSTs 比 活力 显著 高 于 敏感 种 群 ( 表 2)，, 说 
E BAS GSTs 酶 活力 有 一 定 的 诱导 作用 ; 自然 种 
Ht GSTs 活性 最 低 (25.79 mmol/mg - min), 与 敏感 种 
群 (26.73 mmol/mg + min) 无 显著 差异 , 但 与 汰 选 种 
群 差异 极 显 车 。 


表 2 甜菜 夜 蛾 不 同 种 群 羧 酸 酯 酶 和 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 活力 比较 


Table 2 Comparison of activities of carboxylesterase and glutathione-S-transferases in 


different populations of Spodoptera exigua 


REGA Cark 


种 群 Population 比 活力 Specific activities 


( wmol/mg * min) 


敏感 种 群 Susceptible population 3.68 +0.06 Ce 
汰 选 种 群 Selected population 4.41 +0.10 Bb 
自然 种 群 Natural population 9.82 +0.15 Aa 


谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 GSTs 
比值 比 活力 Specific activities 比值 
R/S (mmol/mg + min) R/S 
1.00 26.73 +2.87 Bb 1.00 
1.20 62.42 +10.51 Aa 2.34 
2.67 25.79 +0.19 Bb 0.96 


R: 汰 选取 或 自然 种 群 Selected or natural population; S :敏感 种 群 Susceptible population。 表 中 数据 为 均值 + 标准 差 , 同 列 后 的 大 小 写字 母 表示 P 
<0.01 和 P<0.05 上 的 显著 水 平 。 下 表 间 。The data in the table are mean + SE, and those followed by different lowercase and uppercase letters in 


the same column indicate significant difference at the 0.05 and O. 01 level respectively. The same for the following tables. 
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2.2 HERAS BR CarE 动力 学 常数 的 影响 
为 了 确定 CarE 酶 活力 的 增强 是 由 酶 分 子 变 构 
引起 的 还 是 由 酯 酶 基因 的 过 量 表达 引起 的 , 本 实验 
进一步 对 Cark 酶 动力 学 研究 , 结果 如 表 3 所 示 , A 
选 种 群 Kn 值 是 敏感 种 群 的 0. 83 倍 ,差异 显著 ; 
Vx 值 只 有 敏感 种 群 的 0.71 4%, 无 明显 差异 , BA 


选 种 群 比 敏 感 种 群 具 有 更 大 的 底 物 亲和力 , 而 与 醉 
酶 分 子 数量 无 关 , 这 可 能 是 汰 选 种 群 CarE 活性 增 
强 的 原因 。 目 然 种 群 Koa 值 V,s 值 分 别 是 敏感 种 群 
的 2.33 和 4.97 倍 , 与 敏感 种 群 、 汰 选 种 群 均 存在 
MEAR: 


RI GSE BH E MEA BL 


Table 3 Comparison of kinetic constant of carboxylesterase in different populations of Spodoptera exigua 


种 群 Population 米 氏 常数 Kn (mmol/L) 
敏感 种 群 Susceptible population 0.31 +0.18 Bb 1.00 
汰 选 种 群 Selected population 0.26 +0.07 Be 0. 83 
自然 种 群 Natural population 0.73 +0.11 Aa 2.33 


2.3 HEBT AR RY lg 

24 结果 显示 , 与 敏感 种 群 相 比 , 汰 选 种 群 
CAT 和 POD 比 活 力 与 敏感 种 群 相 比 差异 不 显著 ， 
SOD 比 活力 显著 增高 ; 自然 种 群 3 种 酶 比 活力 均 显 


比值 R/S 


最 大 反应 速度 Vmax ( pmol/mg + min) 比值 R/S 
3.33 +1.40 Bb 1.00 
2.38 +0.41 Bb 0.71 
16.55 +1.96 Aa 4.97 


车 增高 , 分别 达 到 了 敏感 种 群 的 2.79, 4.33, 7.40 
音 ; 目 然 种 群 和 汰 选 种 群 均 是 SOD 酶 活力 的 变化 
较 CAT 和 POD 明显 。 


表 4 甜菜 夜 蛾 不 同 种 群 过 氧化 氢 酶 .过 氧化 物 酶 . 超 氧 化 物 歧 化 酶 活力 比较 


Table 4 Comparison of activities of catalase, peroxidase and superoxide in different populations of Spodoptera exigua 


WA Aw CAT 过 氧化 物 酶 POD 超 氧 化 物 歧化 酶 SOD 
种 群 —— 

Populat 比 活 力 Specific activities 比值 比 活 力 Specific activities 比值 比 活力 Specific activities 比值 
opulation 

( AOD 49/mg ° min) R/S (AOD¿0/mg * min) R/S ( AODs69/mg * min) R/S 

BET 2.35 +0.21 Bb 1.00 0.57 +0.10 BCb 1.00 6.46 +0. 86 Ce 1.00 

Susceptible population 
AAA 2.21 +0.06 Bb 0.94 0.47 +0.08 Cb 0.82 24.02 +2.52 Bb 3.72 
Selected population 

自然 种 群 

6.55 +0.05 Aa 2.79 2.45 +0.15 Aa 4.33 47.78 +2.30 Aa 7.40 


Natural population 


2.4 FARRIS BH Se BRR BZ it Sa LB ALT E 
影响 

BH Se CECT AAA E Mo ACER LT EE E 
活力 变化 趋势 相同 , 均 高 于 敏感 种 群 ， 且 种 群 间 差 
FEA (BS), KAMMER BA FER PO 比 活力 分 
别 是 敏感 种 群 的 1.38 和 1.60 倍 , 几 丁 质 酶 比 活力 
分 别 是 敏感 种 群 的 1.27 和 1.60 1%. 

状 选 种 群 表皮 酚 氧 化 酶 Ka 值 和 万.. 值 都 比 敏感 
种 群 高 , 分 别 是 敏感 种 群 的 2.53 和 2.52 倍 , 与 敏感 种 
群 相 比 都 存在 极 显 著 差 异 ; 自然 种 群 K, EA Vo 
K, 分 别 达到 77.16 和 7.35 mmol/mg - min, 与 敏感 种 
群 汰 选 种 群 间 均 存在 极 显 车 差异 。 说 明 栈 氧化 酶 与 


底 物 的 亲和力 下 降 , 但 酚 氧化 酶 分 子 数量 增加 ， 酚 氧 
化 酶 活性 的 增强 是 该 酶 基因 过 量 表达 形成 的 。 
2.5 酯 酶 同 工 酶 电泳 分 析 

由 图 1 可 以 看 出 , 甜菜 夜 蛾 敏感 种 群 、 汰 选 种 
群 、 自 然 种 群 酯 酶 同 工 酶 酶 谱 在 谱 带 数目 、 迁 移 率 及 
酶 市 染色 深浅 等 方面 均 有 明显 的 差异 。 迁 移 率 为 
0.32,0.35,0.37,0.39, 0.43, 0.44, 0.52, 0. 54 
和 0.55 共 9 条 市 为 三 者 共有 酶 带 ， 其 余 差 别 如 下 : 
(1) 迁 移 率 。 敏 感 种 群 和 汰 选 种 群 迁移 率 相 同 , 39 
在 0.24 -0.55, 但 汰 选 种 群 与 敏感 种 群 相 比 缺少 
Rf 值 为 0.42 的 一 条 酶 带 , 其 他 酶 带 迁 移 率 均 相 同 。 
自然 种 群 迁移 率 在 0.31 ~0.55, 与 敏感 种 群 相 比 缺 
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WAR. IAE AP AE CarE 的 K, 值 与 敏感 种 群 差 寞 
显著 , 但 V,。 值 无 明显 差异 , 说 明 汰 选 种 群 比 敏感 
种 群 具 有 更 大 的 底 物 亲和力 , 而 与 醋 酶 基因 表达 的 
FIR, 这 可 能 是 汰 选 种 群 CarE 活性 增强 的 原因 。 
卓然 种 群 CarE 的 Ko 值 V, 值 与 敏感 种 群 、 汰 选 种 
群 均 存 在 极 显著 差异 , 说 明 自 然 种 群 不 仅 酶 分 子 结 
构 发 生 了 明显 的 变化 , 而 且 酶 分 子 数量 也 明显 增 
加 。 同 时 也 表明 抗 性 种 群 CarE 活性 的 增加 在 幼虫 
不 同 抗 性 水 平 阶段 的 生化 机 制 不 同 ,， 低 抗 种 群 幼虫 
酶 分 子 的 变 构 可 能 起 主要 作用 , 而 随 着 抗 性 水 平 的 
提高 酶 分 子 数量 的 增加 对 抗 性 的 作用 逐渐 增 大 。 甜 
菜 夜 蛾 日 然 种 群 GSTs 活性 与 敏感 种 群 无 显著 差 
异 , 但 与 汰 选 种 群 差异 极 显 著 , 分 析 这 两 个 抗 性 种 
群 对 GSTs 的 差 寞 可 能 是 因为 :(1) GSTs 是 一 个 二 
聚 体 多 功能 酶 系 , 与 其 体内 GSTs 酶 系 的 底 物 类 型 
专 一 性 有 关 , 即 两 种 群 具 有 不 同类 型 的 GSTs; (2) 
幼虫 抗 性 水 平 不 同 其 体内 GSTs 发 挥 的 作用 亦 不 相 
同 , 抗 性 较 低 的 种 群 其 幼虫 GSTs 酶 活性 的 提高 对 
抗 性 的 产生 可 能 起 一 定 的 作用 , 这 与 黄 琳 瑞 (2005 ) 
的 研究 结果 相同 , 但 随 着 抗 性 水 平 的 提高 GSTs 发 
挥 的 作用 越 不 显著 ; (3) 武汉 目 然 种 群 是 一 个 复杂 
的 种 群 , 对 虫 酰 有 8.47 倍 抗 性 的 产生 是 多 种 杀 虫 
剂 共同 选择 作用 的 结果 ,田间 用 药 历 史 不 同 其 抗 性 
机 制 也 可 能 不 同 , 室内 汰 选 种 群 只 受到 虫 酰 有 刊 的 选 
择 压 力 而 更 能 反映 出 甜菜 夜 蛾 对 虫 酰 膀 的 抗 性 机 
制 ; (4) 昆 虫 体内 酶 活性 的 表达 与 昆虫 发 育 阶段 、 激 
素 水 平 \ 性 别 、 种 群 、 食 物种 类 及 质量 、 环 境 等 多 种 因 
ZAR, 室内 汰 选 种 群 和 武汉 目 然 种 群 所 处 的 大 环 
境 完全 不 同 , 这 也 可 能 导致 甜菜 夜 蛾 两 抗 性 种 群 幼 
IR GSTs 分 解 虫 酰 肝 毒 素 的 表现 不 一 致 。 

但 本 实验 因 虫 酰 肝 处 理 试 虫 后 的 “后 效 性 ”( 王 
MES, 2006) 致使 当代 虫 量 不 足 而 未 对 多 功能 氧 
化 酶 进行 研究 , 鉴于 此 酶 在 昆虫 抗 性 生化 机 制 中 的 
重要 性 , 将 在 后 续 人 研究 中 为 文 发 表 。 

保护 酶 是 生物 体 在 逆境 条 件 下 产生 的 一 类 防止 
AA HAASE MMA. FDA, 昆虫 不 
Bre BU AS HY Fl YEE, 在 这 种 不 利 环 境 下 , Æ 
虫 体 内 保护 酶 防御 系统 如 何 变化 与 抗 性 水 平 有 何 
关系 均 是 值得 研究 的 内 容 。 本 人 研究 表明 甜 羔 夜 蛾 在 
不 断 受 到 虫 酰 肝 选 择 压 力 的 不 利 环境 下 , 其 体内 也 
存在 着 一 个 由 CAT, POD 和 SOD 组 成 的 清除 氧 自 
由 基 的 保护 酶 系统 ,其 中 SOD 酶 活力 的 变化 较 
CAT 和 POD 明显 , 这 可 能 是 因为 保护 酶 活力 提高 
有 利于 昆虫 体内 氧 目 由 基 的 消除 ,从 而 提高 虫 体 的 


了 耐 药 力 以 适应 外 界 毒害 的 影响 。 李 周二 等 (1994 ) 
WA, 对 耐 药 力 较 高 的 虫 体 其 保护 酶 活力 有 所 提 
高 ， 虫 体 中 保护 酶 活力 水 平 与 抗 性 有 关 , 本 实验 也 
发 现 比 汰 选 种 群 抗 性 倍数 更 高 的 自然 种 群 其 体内 3 
种 保护 酶 活力 显著 高 于 状 选 种 群 ,说 明 保 护 酶 活力 
与 抗 性 水 平 呈 正 相 关 。 因 此 可 以 推断 , 甜菜 夜 蛾 对 
虫 酰 肝 抗 药性 的 增强 可 能 与 其 体内 保护 酶 系 中 的 
SOD AX, 而 与 CAT HI POD 有 一 定 的 关系 , 也 可 
能 这 种 保护 防御 系统 需要 CAT，POD 和 SOD 的 协 
同 作 用 共同 完成 。 

酚 氧 化 酶 是 昆虫 体内 重要 的 酶 类 , 在 昆虫 表皮 
轰 化 过 程 中 促使 多 巴 氧化 成 多 巴 配 而 最 终生 成 黑色 
素 , 使 昆虫 初生 的 柔软 、 色 淡 的 新 表皮 得 以 黑 化 和 
硬化 。 几 丁 质 是 昆虫 表皮 和 中 肠 围 食 膜 的 重要 组 成 
成 分 , 昆虫 生长 发 育 的 各 个 时 期 都 需要 一 定量 的 几 
IR, 昆虫 体内 几 丁 质 处 于 几 丁 质 合成 酶 和 几 丁 质 
分 解 酶 共同 作用 的 动态 平衡 中 , 几 丁 质 酶 的 表达 水 
平 对 昆虫 几 丁 质 的 代谢 起 春 重要 的 调控 作用 。 本 文 
通过 测定 这 两 种 酶 的 比 活 力 , AC SASS Az A BE HE 
汰 选 种 群 表皮 酌 氧 化 酶 和 几 丁 质 酶 比 活力 比 敏感 种 
群 分别 上 升 了 37.64% 和 27.37% ， 目 然 种 群 比 活 
力 分 别 上 升 了 59. 63% 和 60. 29% , 45 Ishaaya 和 
Casida( 1974). R MIA i HEB (1992) FRG BY AG FR 
类 似 。 

酯 酶 同 工 酶 是 生物 体内 广泛 存在 的 水 解 酶 类 。 
在 昆虫 中 , 最 重要 的 有 乙酰 胆 碱 酯 酶 、 羧 酸 酯 酶 等 ， 
这 些 酯 酶 广泛 参与 杀 虫 剂 的 代谢 , 使 杀 虫 剂 酯 键 断 
裂 , 因而 也 可 以 作为 种 内 抗 性 与 敏感 品系 的 鉴定 特 
IE (RRES, 2000)。 本 实验 中 汰 选 种 群 酯 酶 同 工 
酶 谱 与 敏感 种 群 相 比 仅 缺 少 一 条 酶 市 ， 其 他 酶 带 迁 
移 率 均 相同 ,说 明 组 成 两 种 群 酷 酶 同 工 酶 的 和 蛋 日 质 
基本 相同 , 酶 分 子 变 构 不 显著 , 这 与 CarE 酶 动力 学 
结果 “ 汰 选 种 群 Ka 值 与 敏感 种 群 差 异 显著 但 非 极 
显著 ” 相 吻 合 。 自 然 种 群 酯 酶 同 工 酶 谱 中 第 1 条 酶 
市 迁移 率 较 敏 感 种 群 大 , ARA ERA, 男 多 两 
条 特有 酶 带 , 说 明 组 成 自然 种 群 酯 酶 同 工 酶 中 分 子 
量 最 大 的 酯 酶 的 分 子 量 比 敏 感 种 群 、 汰 选 种 群 的 还 
小 , 其 酯 酶 同 工 酶 结构 已 发 生 了 明显 的 变化 ,验证 
了 CarE 酶 动力 学 结果 。3 个 种 群 分 离 出 的 谱 带 数 
目 呈 递减 趋势 ,这 可 能 是 因为 通过 杀 忠 剂 不 断 地 选 
择 , 敏感 种 群 酯 酶 从 杂 合 形式 逐渐 被 汰 选 为 “ 纯 合 
酶 ”或 趋向 于 纯 合 。 汰 选 种 群 酶 融 染 色 比 对 应 的 敏 
感 种 群 酶 帘 都 深 , 说 明 汰 选 种 群 酯 酶 活性 比 敏感 种 
Ha, 更 进一步 证 明了 CarE 活性 增强 的 结果 。 自 
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然 种 群 迁移 率 在 0.31 ~0.44 之 间 的 酶 市 染色 比 对 
应 的 敏感 种 群 酶 市 部 深 , 迁移 率 为 0.52, 0.54 和 
0.55 的 3 条 酶 带 几 乎 可 忽略 , 说 明 自 然 种 群 活性 较 
SBIR AG Be Ae ETE EN 0.31 ~0.44 ZH, 
其 后 无 活性 较 强 的 酯 酶 存在 。 这 些 差异 构成 了 敏感 
种 群 \ 汰 选 种 群 和 目 然 种 群 特征 性 的 酶 谱 ,， 都 可 以 
作为 鉴别 虫 酰 脖 抗 性 种 群 的 理论 依据 之 一 。 

本 研究 结果 仅 为 甜 康 夜 蛾 对 虫 酰 肝 低 倍 抗 性 的 
代谢 机 制 , 随 者 抗 性 的 提高 其 抗 性 机 制 是 否 会 有 所 
变化 还 有 行进 一 步 研究 。 
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